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〈論文題名〉 
A newly developed anti-Mucin 13 monoclonal antibody targets pancreatic ductal 
adenocarcinoma cells（新規開発した抗ムチン 13モノクローナル抗体は膵管癌細胞を標的とする） 
 
〈研究目的〉 
浸潤性膵管癌は致死率の高い癌である。現在のところ、根治を期待できる治療は外科
的切除しかない。しかし膵管癌は発生初期に無症状のため手術可能な状態で発見する
事が難しく、手術を行なう事ができたとしても予後不良な症例が多い。切除不能ある
いは再発膵管癌に対する化学療法は、激しい副作用を伴うにも関わらず予後を大幅に
改善するには至っていない。このため新規の治療薬の開発が求められている。我々は
抗体薬物複合体 (antibody drug conjugate, ADC) に注目した。ADCが薬効を示すために
は癌細胞の膜抗原と結合し、内在化する抗体の開発が必須であるが、我々はこれまで
に内在化能を有する抗体を簡便にスクリーニング出来るツール DT3C を開発し報告し
ている。DT3C はそれ単独では細胞毒性はなく、結合した抗体とともに細胞内に取り
込まれた場合にのみ細胞死を誘導する。この DT3C の特性を活かし膵管癌に内在化す
る抗体の開発とその抗原同定を進めた結果、mucin 13 (MUC13)を標的とする抗体
TCC56 の樹立に成功した。本研究では原発性膵管癌組織と周囲の正常膵組織における
MUC13 の発現についても解析し、MUC13 が ADC の治療標的になる可能性について
検討した。                      
 
〈研究方法〉 
1) 抗体の樹立及び抗原決定                                                       
膵癌細胞株 TCC-PAN2 を Balb/cマウスに免疫した。免疫されたマウスの脾細胞とマウ
ス骨髄腫細胞を PEG 法にて融合させハイブリドーマを作製した。DT3Cを用いたスク
リーニングを実施後、限界希釈を行ない、内在化能を有するモノクローナル抗体とし
て TCC56 を樹立した。ビオチン標識した TCC-PAN2 を用いて免疫沈降を行い TCC56
が結合する抗原の相対的な質量を確認後、スケールアップした免疫沈降を行った。目
的とする膜タンパク質の質量分析を行ない、アミノ酸のデータベースと照合し、候補
となる抗原を割り出した。さらに、質量分析結果を確認するために CHO-K1 細胞へ抗
原候補の cDNAを導入し、flow cytometer (FCM)を用いて強制発現解析を行った。                                                  
2) TCC-PAN2 におけるMUC13の発現の確認 
TCC-PAN2 に対して一次抗体 (IgG1, TCC56) を 1 μg 使用し、二次抗体 Fluorescein- 
  
Conjugated AffiniPure GoatAnti-Mouse IgG (H+L) を 1:100 希釈で使用し、FCM で解析し
た。 
3)  TCC56-DT3Cの殺細胞効果の確認 
IgG3, TCC56 のそれぞれの抗体は DT3C と混合し室温で 30 分インキュベーションし
Antibody-DT3Cを作製した。この Ab-DT3C結合体を TCC-PAN2 と混合し３−５日間培
養し、WST-1 assayを実施し生細胞の割合を算出した。                       
4) 原発性膵管癌組織                            
腫瘍組織は、2001 年 8 月から 2013 年 2 月の間に札幌医科大学附属病院で手術を受け
た膵管癌 40症例から得た。                                     
5) MUC13の免疫組織化学染色                             
MUC13の免疫組織染色は、膵管癌のホルマリン固定パラフィン包埋組織切片を用いて
実施した。一次抗体は抗MUC13抗体 (clone ppz0020) を使用し、発現量は Allred score
法によりスコアリングした。                
 
 〈研究結果及び考察〉 
TCC56 抗体が認識する抗原は MUC13 であると同定した。TCC-PAN2 細胞における
MUC13 の発現量を FCM で確認し、TCC56-DT3C の殺細胞効果を確認した。DT3C 単
独、IgG3-DT3C は殺細胞効果を示さない。これに対して TCC56-DT3C は 0.01 μg/ml
で 82%と強い殺細胞効果を示した。MUC13の発現は, 正常膵組織において膵管の内腔
面及びランゲルハンス島の細胞質に見られた。ランゲルハンスでは膜陽性所見が認め
られず、非特異反応と推察された。その他の正常膵組織構成細胞での発現は認めなか
った。一方、癌組織においては、量の多寡はあるものの、解析した 40 例全てにおいて
癌腺管の内腔面に MUC13の発現が確認された。MUC13は正常膵管よりも原発性膵管
癌組織で有意に強く発現していることも確認した。また MUC13 の発現は、高分化、
中分化型腺癌に比較して、低分化型腺癌や腺扁平上皮癌で低い傾向が認められた。
Allred scoreが 0-5の症例をMUC13 低発現群、6-8の症例を MUC13高発現群として分
類し、生存データとの相関を検索するとMUC13の高発現群の方が MUC13の低発現群
より生存期間は長かったが、 MUC13 高発現症例と低発現症例との間に統計学的有意
差はなかった（P = 0.3241）。    
 
〈結論〉 
この研究において、MUC13 を認識し内在化能を有する抗体 TCC56 を樹立した。そし
て MUC13 は正常膵管よりも原発性膵管癌組織で有意に強く発現していること、また
検索した膵癌の 78% (31/40)を占める高分化型、中分化型の膵管癌で特に強く発現して
いることを示した。将来的に TCC56 に適切な抗癌剤を結合させた ADC の開発が実現
した場合、MUC13を発現する多くの膵管癌に対して使用しうる可能性が示唆された。 
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結果の要旨 
本研究は Anti-MUC13抗体の性能とMUC13の標的としての有用性について検討する目的
で計画された。抗MUC13抗体は、高い内在化効率を示し、低濃度の TCC56-DT3C結合体
でも高い殺細胞効果を示した。また検索した膵管癌 40 例全てにおいて癌腺管の内腔面に
MUC13の発現が確認され、その発現は正常組織と比較して優位に強い発現を示した。 
MUC13高発現症例は 29例と多く、治療標的としての有用性を示した。 
以上の事から、本論文は医学博士論文に値するものであると審査員全員の評価を得た。 
 
 
